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論文内容要旨
 重層扁平上皮では細胞内蛋白の30%以上がケラチンからなるといわれ,主要な分化産物と考え
 られる。ケラチンは上皮性細胞において直径が約10nmの中間径フィラメントを形成することが
 知られている。重層扁平上皮における中間径フィラメントの分布を明らかにすることは,中間径
 フィラメントの機能と共に,重層扁平上皮細胞の細胞生物学的性質を明らかにしていく上でも重
 要なことと考えられる。中間径フィラメントの存在を確認することは通常の透過型電子顕微鏡観
 察法でも可能であるが,超薄切片上の断片的な像からその3次元の分布を再構築することは困難
 である。そこで今回私達は,浸漬による細胞内可溶性蛋白の除去とpo]yethyleneglycol(以下
 PEG)使用による切片作製により,insituの状態における子宮頸部重層扁平上皮の中間径フ
 ィラメントの3次元観察を試みた。
方法
 O細胞内可溶性蛋白の除去とPEG包埋
 材料は子宮頸部以外の疾患で子宮全摘術を施行されたものから得た。子宮頸部重層扁平上皮部
 分を子宮全摘術後直ちにPHEMbuffer(60mMPIPESatpH6.9,25mMHEPES,1航M
 EGTA,2mMMgC12)内でi～2m㎡に細切する。細切された組織は細胞内の可溶性蛋白除去
 のため0.5%TritonX-100,0.03%saponinを含むPEGMbuffer内で37℃,5～6時間
 処理され,処理後PEMGbufferで数回洗浄し,2%glutaraldehyde(PHEMbuffer,pH
 6.9),37℃,60分,0.4%osmi㎝tetroxide(0、ユMphosphatebuffer,pH6.9)4℃,
 40分固定される。
 固定後は,蒸留水にて洗浄し,エタノール上昇系列にて脱水し,浸漬・包埋を行う。浸漬は,
 60℃にて50%PEG(inlOO望ethanol)(vol/vo1),75%,100%を60℃にて各々4時間行う。
 その後100%PEGを満したゼラチンカプセルに組織を包埋し,室温にて冷却する。
 O薄切及びPEG除去
 PEG包埋組織はMT-5000ultramicrotome(DupontInstruments-Sorvall,Newtown,
 Com.)にてガラスナイフを用い乾式で約500～700㎜の切片を作製する。切片を蒸留水を満
 したペトIJ皿に移し,PEGを除去した後,poly-L-1ysine(0.1%indistilledwater,MW
 =15000,SigmaC飴micalCO・)処理したFormvar-coated,carbon-stabilizedcopp-
 ergridに載せる。グIJ・ソドはエタノール上昇系列にて脱水した後,CO2臨界点乾燥を行う。切
 片は日立社製H-600,加速電圧100KVで観察した。
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 OEpon-Araldite包埋
 細胞内可溶性蛋白の除去,固定,脱水した細片組織の一部は酸化プ・ピレンにて置換後,Ep-
 on-Aralditeに包埋した。包埋組織は,Mr-5000にて超薄切片を作製し,クエン酸鉛,酢酸
 ウラン,クエン酸鉛にて3重染色後,日立社製H-600,加速電圧75KVにて観察した。
 比較のため,細胞内可溶性蛋白の除去を行わない組織を採取後直ちに2.5%glutaraldehyde
 (0.1Mphosphatebuffer,pH7.2)で2時間,1%osmiumtetroxide(0.1Mphosphate
 buffer,pH7.2)で1時間固定後,Epon-Araldite包埋し,超薄切片作製後電顕観察を行った。
結果
 OEpon-Araldite包埋切片による比較(Fig,1)
 今回我々が用いた浸漬による細胞内可溶性蛋白除去法により,核を除くほとんどの細胞内小器官
 が除かれるが一方直径約10nmのフィラメントが細胞質全域にみられる。これらのフィラメント
 は主に細胞内周辺部に分布し,多くは細胞膜に対して平行な走行をとるが,一部はデスモゾーム
 に向かい分布している。微小管,マイク・フ.でラメントは観察されない。
 OPEG包埋切片の電顕所見(Fig・2～4)
 Fig・2は,細胞内可溶性蛋白除去後の勇基底層細胞の立体観察像である。中間径フィラメン
 トが細胞内周辺部に網状のネットワークをつくり細胞全体をとりかこむように分布している。一
 部の中間フィラメントは,核から放射状に周辺に向かい分布しているのがみられる。Flg・3は
 勇基底層細胞部分の強拡大像である。各々の線維を区別することができ,それらは約10nmの直
 径をもつが,一部に直径が最大約20nmのものがみられる。Fig.4は中間層細胞の立体観察像で
 ある。勇基底層細胞にみられたのと同様な中間径フ.イラメントの網状ネットワークがみられる。
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 審査結果の要旨
 ケラチンフィラメントの機能,重層扁平上皮細胞の細胞生物学的性質の解明の一助とする目的
 で,子宮頸部扁平上皮におけるケラチンフィラメントの3次元的観察を試みた。
 <方法>
 1.細胞内可溶性蛋白の除去とpolyethyleneglyco1(以下PEG)包埋:子宮頸部重層扁平上
 皮部分をPHEMbuffer(60mMPIPESatpH6,9,25mMHEPES,10mMEGTA,2mM
 MgC12)内で1～2m孟に細切後,0.5%TritonX-100,0.03%saponinを含むPEMGbuffer
 内で処理する(37℃,5～6時間)。処理後,2%glutaraldehyde(37℃,60分)0.4%osmimユ
 tetroxide(4℃,40分)固定し,エタノール上昇系列にて脱水する。次に60℃にて50勉,75%,
 100彩PEG(in100彩ethano1,vo1/vo1)に各々4時間浸漬させ,その後100%PEGを満
 たしたゼラチンカプセルに包埋し室温にて冷却する。2.薄切及びPEG除去:PEG包埋組織
 からMT-5000ultramicrotomeでガラスナイフを用い乾式で500～700nmの切片を作製する。
 切片を蒸留水を満たしたペトリ皿に移し,PEGを除去した後,poly-L-1ysine(0.1%in
 distilledwater,MW-15000,SigmaChemicalCO.)処理したFormvar-coated,carbon
 -stabilizedcoppergridに載せる。グリッドはエタノール上昇系列にて脱水した後,CO2臨
 界点乾燥を行う。切片は日立社製H-6GO,加速電圧100KVで観察した。3.Epon-Araldite
 包埋。細胞内可溶性蛋白の除去.固定,脱水した組織の一部は酸化プロピレンで置換後,Epon
 -Aralditeに包埋した。包埋組織は,MT-5000にて超薄切片を作製し,クエン酸鉛,酢酸ウ
 ラン,クエン酸鉛にて3重染色後,日立社製H-600,加速電圧75KVにて観察した。比較のた
 め,細胞内可溶性蛋白の除去操作を行わない組織を採取後直ちに2%glutaraldehyde(37℃,
 2時間)1%osmiumtetroxide(40℃,1時間)固定後,Epon-Araldite包埋し,超薄切片
 作製後電顕観察を行った。
 <結果>
 1.Epon-Araldite包埋切片による比較:今回著者が用いた方法により,核をのぞくほとん
 どの細胞内小器官が除去されるが,ケラチンフィラメントはよく保存される。細胞間接合,細胞
 形態もよく保たれていた。2.PEG包埋切片の電顕所見:ケラチンフィラメントは細胞内周
 辺部に網状のネットワークを形成し細胞全体をとりかこむように分布している。この所見は基底
 細胞から表層細胞に至るまで変らない。ケラチンフィラメントの一部は核から放射状に周辺にむ
 かい分布している。この所見は基底細胞,勇基底細胞にのみみられる。
 これにより1.今回用いた方法は重層扁平上皮のケラチンフィラメントの3次元観察に適して
 いると思われる。2.ケラチンフィラメントは,核などの細胞内小器官の位置決定と共に,細胞
 の形態保持,細胞間接着の保持に重要な役割を果たすことが明らかになった。
 以上のことから本論文は学位を授与するのに適当であると判定した。
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